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PROMOTEUR SPECIFIQUE DES MICROSPORES ET PROCEDE 
! D ' OBTENTION DE PLANTES HYB RIDES 

4. ' . ' ■ 

La present e invention concerne notamment un promoteur specifique des 
5 microspores et un procede d'obtention de plantes hybrides. 

La microspore correspond a tin stade precis du developpement du gamete 
male chez les plantes superieures. La gametogenese male a lieu dans un organe 
specialise, Tanthere, et comprend sensii stricto la differentiation de cellules 
diploides en grains de pollen haploides. Chaque cellule diploide appelee cellule 
10 sporogene subit une meiose pour produire quatre microspores haploYdes qui se 
differencient par la suite pour donner des grains de pollen matures. 

Connaitre et savoir manipuler les facteurs moleculaires qui controlent le 
developpement de la microspore est un enjeu considerable non seulement d'un 
point de vue de la recherche fondamentale mais aussi d'un point de vue de 
15 r amelioration des plantes. En effet, cette connaissance permet de maitriser la 
production de grains de pollen et par consequent la reproduction de la plante. 

Une telle maitrise passe par, Fobtention de plantes totalement steriles pour 
Tun de leur gamete de fa?on a empecher l'autofecoridation. 

Jusqu'a present, la sterilite male des plantes, moins complexe que la 
20 ^ 5teriljte femelle, a L ete l^gement etudiee mai^ 

genetiques relativement lourds a mettre en oeuvre pour la production commerciale 
de semences hybrides. Un type de sterilite male tres utilisee est la sterilite male 
cytoplasmique qui consiste en Fobtention : 

- d'une lignee femelle dont le caractere male-sterile est transmis par le 
25 cytoplasme ; on appelle un tel cytoplasme un "cytoplasme inducteur de 

f sterilite male" ; ces "cytoplasmes inducteurs" pour une espece donnee 

sont en general soit decouverts dans la nature, soit observes parfois 
chez des plantes resultant de croisements interspecifiques (fecondation 
croisee, fusion de protoplast es etc.), - 
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d'une lignee "mainteneuse" de sterilite dont le cytoplasme est normal, 
et 

d'une lignee restauratrice de fertilite si Ton recolte les graines et/ou les 
fruits de la plante hybride. 

5 Dans la lignee femelle (porteuse du cytoplasme inducteur de sterilite) tous 

les grains de pollen sont tues. II est done necessaire pour multiplier et ameliqrer 
cette lignee de disposer d'une lignee ne portant ni le cytoplasme inducteur (done 
produisant des grains de pollen) ni le gene de restauration. Cette lignee est dite 
"mainteneuse" de sterilite car le croisement avec la lignee femelle donne une 

10 descendance entierement femelle. 

La restauration de la fertilite est realisee dans Thybride par le croisement du 
parent femelle (portant le cytoplasme male sterile) avec le parent comprenant un 
gene nucleaire de la restauration (la lignee restauratrice), ce croisement permettant 
l'obtention de plantes hybrides fertiles qui produiront des graines par 

15 autofecondation. 

Dans le cas de la sterilite nucleaire sporophytique, il a ete decrit, par 
exemple, des systemes permettant de tuer les cellules meres des microspores au 
moyen d'une RNAse et par consequent d'obtenir des plantes depourvues de 
gametes males. La fertilite est restauree au moment du croisement de la lignee ne 

20 produisant plus de gametes males avec une autre lignee portant un inhibiteur de la 
RNAse, les graines resultant de ce croisement comprenant a la fois le gene 
cytotoxique et son inhibiteur. 

La presente invention propose quant a elle d'obtenir des plantes presentant 
une sterilite male gametophytique et incapables de produire des grains de pollen. 

25 Elle consiste a mettre en oeuvre une region promotrice controlant l'expression 
specifiquement dans les microspores d'un gene codant pour une molecule 
cytotoxique tout en disposant d'un moyen permettant Tinhibition controlee de 
cette toxicite afin d'obtenir une lignee de plantes genitrices homozygotes 
totalement steriles quant a leurs gametes males et ensuite obtenir des plantes 
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hybrides fertiles (produisant un grain de pollen viable sur deux), done capables de 
produire des graines, sans avoir recours a I'utilisation d'un gene de restauration de 
lafertilite. 

Jusqu'a present, un seul gene s'exprimant specifiquement dans la 
5 microspore a ete decrit chez le tabac (Oldenholf et ah, 1996). Ce gene ne possede 
pas d'homologue chez les Brassicacees comme cela resulte d'une experience de 
Southern blot sur de l'ADN genomique de Brassica oleracea (donnees non 
montrees). 

La presente invention a done pour objet une sequence nucleotidique dont il 
10 a ete demontre que le gene correspondant s'exprime specifiquement dans la 
microspore, cette sequence nucleotidique correspond a SEQ ID N° 3. 

Par consequent, la presente invention a pour objet une sequence 
nucleotidique correspondant a tout ou partie : 

a) de la sequence selon SEQ ID N° 3, ou 
15 b) d'une sequence s'hybridant a la sequence selon a), ou 

c) d'une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec a) ou b). : 

Dans le cadre de la presente invention, la partie la plus interessante de^ 
cette sequence nucleotidique est la region promotrice definie comme etant la 
sequence precedant (cote 5') le codon de debut de traduction (ATG). Cependant, 
20 au stade actuel des connaissances de la sequence, nucleotidique selon^EQ ID N° 
3, trois ATG ont ete mis en evidence. Un en position 1965, un autre en position 
2085 et un troisieme en position 2112. II semblerait que PATG fonctionnel soit 
celui situe en position 2085. Ceci n'est cependant pas confirme, e'est la raison 
pour laquelle la plus grande region promotrice envisageable concernant SEQ ID 
25 * N° 3 s'etend du nucleotide 1. au nucleotide 2111 et preferentiellement du 
nucleotide 1 au nucleotide 2084. 

Cette region promotrice precede done, a l'etat nature!, une sequence 
codante (orf) qui est exprimee specifiquement dans les microspores et dans le cas 
ou cet orf est remplace (par manipulation genetique) par un autre orf dont le 
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produit est une molecule cytotoxique, cette demiere est susceptible de ne detruire 



La presente invention a done egalement pour objet des vecteurs 
d' expression cellulaire comprenant une sequence promotrice telle que ci-dessus 
5 decrite placee en amont d'une sequence d'ADN codant pour un produit 
, cytotoxique. 

Avantageusement, le produit cytotoxique en question est une protease. En 
effet, lorsque la protease s'exprimera specifiquement dans les microspores, elle en- 
detruira toutes les proteines, ce a quoi la microspore ne pourra pas survivre. 
10 Preferentiellement, la protease est une subtilisine et en particulier la subtilisine 
BPN' de Bacillus amyloliquefasciem. Cette subtilisine BPN' fait partie de la 
, famille des subtilisines que Ton trouvechez de nombreux organismes et qui sont 
des proteases connues pour couper les proteines au niveau des serines. 



15 souche bacterienne susceptible de realiser la transformation de cellules de plantes 
telle <\u' Agrobacterhtm tumefaciens. Ceci peut notamment etre realise par la 
methode. d' infiltration de plantes d'Arabidopsis ihaliana ^ decrite par Bechtold et 
al., 1993. Cette technique consiste a introduire la bacterie dans les cellules des 
hampes florales par infiltration sous vide. Les plantes sont ensuite repiquees en 

20 serre et leur graines recoltees. Environ une graine sur mille donnent naissance a 
des plantes dont toutes les cellules portent le transgene. La transformation 
d'autres plantes, et notamment du colza, peut etre realisee par l'intermediaire 
A'Agrobactehum tumefaciens et/ou Agrobacterium rhizogenes a l'aide de 
diverses techniques, maintenant classiques (transformation de disques foliaires, 

25 d'hypocotyles, de hampes florales etc..) associant une phase de coculture de la 
bacterie avec les tissus vegetaux, suivie de la selection et de la regeneration des 
cellules transformees en plantes entieres. D'autres techniques de transformation ne 
font pas intervenir cette bacterie et permettent de transferer directement le gene 
clone dans des cellules ou des tissus (electroporation, canon a particules etc..) et 



que lesdites microspores. 



II s'agit done dMntroduire un vecteur conforme a l'invention dans une 
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de selectionner et d'obtenir des plantes transformees (revue par Siemens and 
Schieder). - 

La presente invention a egalement pour objet les cellules de plantes 
transformees par un vecteur conforme a Tinvention ainsi que des plantes 
5 comprenant lesdites cellules. < 

L' invention a egalement pour objet des plantes presentant une sterilite 
male gametophytique a fertilite inductible comprenant un gene codant pour un 
produit cytotoxique specifique des gametes males. 

Comme indique precedemment, la presente invention permet done 
10 I'obtention de plantes presentant une sterilite male gametophytique inhibant toute 
production de grains de pollen; Cependant, ces plantes homozygotes quant a leur 
sterilite male ne peuvent etre obtenues qu'apres autofecondation de plantes 
prealablement transformees par un vecteur conforme a Pinvention, e'est-a-dire 
hemizygotes quant a leur sterilite male et chez lesquelles on a restaure 
15 . provisoirement la fertilite des grains de pollen porteurs de la sterilite 
gametophytique pour leur permettre de realiser une autofecondation, 

Un moyen d'obtenir des plantes homozygotes pour ce gene serait d'utiliser 
la gynogenese, technique qui consiste a regenerer des plantes haploi'des doublees a 
partir de culture d'ovules ou d'ovaires. II s'agit dans ce cas d'obtenir la formation 
20 d'une plante homozygote^ diploi'de a partir du gamete femelle haplojde. La 
gynogenese est applicable a un certain nombre d'especes vegetales mais il n'est 
pas envisageable de produire un grand nombre de plantes homozygotes pour le 
transgene en question par cette technique, car sa mise en oeuvre est delicate et son 
efficacite reste le plus souvent tres faible. 
25 La presente invention concerne egalement un procede d'obtention de 

plantes presentant une sterilite male gametophytique a fertilite inductible 
comprenant : 

Tinsertion dans des plantes de lignee A d'un gene dont le produit 
d' expression est cytotoxique pour les microspores, et 
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- Fobtention des plantes ne produisant pas de gametes males. 
Plus particulierement, le procede d'obtention de plantes presentant une 
sterilite male gametophytique a fertilite inductible conforme a V invention 
comprend les etapes de : 
5 a) transformation de plantes d'une lignee A avec un vecteur conforme a 

1'invention, 

b) induction de la fertilite des plantes obtenues en a) par inhibition de la 
cytotoxicity du produit, ; \, . . 

c) autofecondation des plantes fertiles obtenues en b), 

10 d) selection des plantes ne produisant pas de gametes males issues de c), 

e) multiplication des plantes obtenues en d) par reproduction des etapes 
b) et c). 

Ainsi, a l'etape a) du procede ci-dessus, on transforme une lignee A avec 
un vecteur conforme a Tinvention c'est-a-dire comprenant une sequence 

15 promotrice specifique des microspores placee en amont d'un gene codant pour un 
produit cytotoxique. Les plantes resultant de cette transformation comprennent 
toute PADN en question dont le gene ne s'exprime que dans les microspores. 
Cependant, a ce stade, la plante etant diploide au moment de la transformation, 
elle devient heterozygote quant a sa sterilite male et n'est done capable, apres 

20 transformation, de donner lieu qu'a 50 % de microspores viables (les 50 % autres 
etant detruits suite a Texpression du transformant). 

A l'etape b), la restauration ou rinduction de la fertilite perdue par la 
plante transformee est done ensuite reaiisee par T inhibition de la toxicite du 
produit du gene transformant. 

25 Ceci peut se faire de diverses manieres, cependant, dans le cas ou le 

produit cytotoxique en question est une subtilisine et en particulier, la subtilisine 
BPN 1 de Bacillus amyloliquefasciens, l'inhibition est reaiisee par Taction sur la 
plante transformee d'une molecule insecticide de la famille des phosphofluores 
(n'ayant done a priori pas d'action sur les plantes). En effet, cette molecule 
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appliquee durant I'anthese, est susceptible de restaurer la fertilite total e des plantes 
hemizygotes par inhibition de la subtilisine. Elle peut par exemple etre appliquee 
. au pied de la plante et atteindre tous les tissus. Comme un insecticide, elle ne 
devrait avoir aucun efFet sur la plante, cependant, elle jouera son plein effet au 
5 niveau des microspores, seuls organes exprimant la subtilisine. 

Ensuite, a l'etape c), on procede a Pautofecondation des plantes dont la 
fertilite a ete restauree puis, a l'etape d), on selectionne les plantes homozygotes 
quant a la sterilite male et par consequent totalement steriles en T absence de 
traitement c'est-a-dire d'inhibition du produit cytotoxique. 
10 Les plantes ainsi obtenues, incapables de produire des gametes males mais 

toujours capables de produire des gametes femelles, c'est-a-dire des ovules, 
peuvent done etre croisees avec une autre lignee de plantes totalement fertiles et 
presentant des caracteristiques agronomiques interessantes. Dans ce croisement, la 
plante homozygote quant a la sterilite male joue le role de parent femelle tandis 
15 que 1' autre plante joue le role de parent male. L'hybride resultant de ce croisement 
est hemizygote quant a la sterilite male et est done susceptible de produire 50 % 
de grains de pollen viables (les autres portant le transgene sont done detruits par le 
produit cytotoxique). Une production de 50 % du pollen est amplemerit suffisante 
pour dormer lieu a des graines presentant les qualites de chacune des lignees 

20 croisees que Ton cherchait precisement a associer. 1^ , , 

La presente invention concerne done egalement un procede d'obtention de 
plantes hybrides caracterise en ce qu'il comprend le croisement de plantes de 
lignee A presentant une sterilite male gametophytique comme ci-dessus decrit 
avec des plantes de lignee B d'interet agronomique. Elles concernent egalement 
25 les graines issues des plantes hybrides ainsi obtenues. 

Avantageusement, les plantes conformes a 1' invention appartiennent a la 
famille des Brassicacees ; preferentiellement, il s'agit du colza. 

Par ailleurs, il est a souligner que la region promotrice conforme a 
Tinvention peut egalement etre mise en ceuvre dans des strategies d'inactivation de 
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gene par utilisation d'elements mobiles tels que les transposons et 
retrotransposons; 

En effet, ceci peut etre realise dans le but d'isoler des plantes presentant un 
genotype mutant stable _et d'isoler de tres nombreux mutants differents et 
5 independants. 

II s'agit de , creer une sequence chimerique constitute . d'une region 
promotrice conforme a Tinvention et de la sequence, en tout ou partie, d'un 
element mobile. L'expression de cet element mobile* reduite a la phase de 
developpement de la microspore, devrait permettre d'induire quelques mutations 

10 dans le genome des grains de pollen de la plante transformee. II est alors possible, 
dans la descendance obtenue a partir de ces grains de pollen, d'isoler des individus 
ne portant plus le transgene mais seulement une ou plusieurs mutations issues de 
phenomenes de transposition. Le principe est de provoquer, grace a la susdite 
region promotrice, Tactivation de la transposition de ces elements mobiles pendant 

15 un temps tres court (la microsporogenese) dans une multitude de cellules 
gametiques et supprimer a la generation suivante les plantes qui portent le 
transgene (a savoir la region promotrice + la sequence permettant l'activation de la 
transposition) de fa?on a ce que le cycle ne recommence pas. II s'agit ensuite de 
rechercher, dans la descendance et par divers techniques, les plantes pour 

20 lesquelles les elements mobiles ont provoques des mutations en s'inserant dans les 
genes. L'etude de ces plantes permettrait notamment de comprendre la fonction du 
gene mute. 

Parmi les elements mobiles susceptibles d'etre ainsi utilises, on peut citer 
les retrotransposons de types Tntl, Ttol, Tnp-2, Tosl0-17, Bsl, BARE-1, Ta-1, 
25 etc. . . ou les transposons de type Ac/Ds, Spm, Mu, etc. . . 

La figure 1 illustre Talignement des sequences des deux ADNc M3 (SEQ 
ID N° 1) et M3.21 (SEQ ED N° 2) issues des criblages de la banque ADNc de 
microspore de Brassica napns cv.Brutor. Les codons de debut (ATG) et de fin 
(TGA) de la sequence codante putative sont soulignees. 
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La figure 2 donne la sequence nucleotidique du clone BnM3.4 (SEQ ID N° 
3) dont PADNc de M3 serait issu. L'ATG en gras (position 2085) est celui qui a 
la plus forte probability d'etre PATG fonctionnel. L'ATG souligne en position 
2112 est celui qui est present dans la sequence de PADNc de M3.21. L'ATG 
5 souligne en position 1965 est le premier ATG rencontre. La sequence precedent 
pes ATG est consideree par consequent comme la region promotrice du gene 
BnM3 A 

La figure 3 illustre P hybridation de type Northern blot avec la sonde M3 
marquee au 32 P sur des ARN totaux ( 1 0 jig par puits) extraits de differents tissus 
10 de colza. A: boutons de 0-2 mm (meiocytes) ; B : boutons de 2-3' mm 
(microspores uninucleees) ; C : boutons de 3-4 mm (microspores binucleees) ; D ; 
boutons superieurs a 4. mm (grains de pollen matures) ; E : sepales de colza ; F : 
pistils de colza ; G : boutons de colza male sterile ; H : boutons entiers de colza. - 

La figure 4 illustre la preparation du plasmide pJD51 de 7152 pb a partir 
15 du plasmide pAFl de 5 135 pb (plasmide d'origine : pBluescript SK- PROMEGA) 
et du plasmide pBnB2 de 5458 pb (plasmide d'origine pBS SK- PROMEGA). 

La figure 5 illustre la preparation du plasmide pJDIOl de 19670 pb a partir 
du plasmide pEC2 de 15400 pb derive du plasmide pDHB 321.1, (D. Bouchez, 
communication personnelle) et du plasmide pJD51 (cf figure 2). 
20 ;^ _ La figure 6 represente un schema de selection de varietes hybrides d'une 
plante (colza par . exemple) faisant appel a un systeme de sterilite male 
gametophytique avec induction de- la fertilite. SMGfi : sterilite male 
gametophytique a fertilite inductible ; Induction F : induction de la fertilite ; AF : 
autofecondation. 

25 U invention ne se limite pas a la seule description ci-dessus, elle sera mieux 

comprise a la lumiere des exemples ci-apres qui ne sont cependant donnes qu'a 
titre purement illustratif 

EXEMPLE 1 : Mise en evidence d'un promoteur specifique des 

microspores 
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La premiere etape a consiste en I'obtention de clones d'ADN 
cpmplementaires (ADNc) exprimes specifiquement dans la microspore de colza. 
Pour cela, des ADNc ont ete synthetises a partir d'ARN messagers (ARNm) de 
„ microspores de colza^ Parallelement,_ des ADNc ont_ synthetises Ji partir 
5 d' ARNm de boutons floraux de colza males steriles. Les ADNc provenant desdits 
boutons floraux ont ete soustraits des ADNc derives des ARNm. exprimes dans la 
microspore de colza. Les molecules resultant de cette soustraction ont ete utilisees 
-lors d'une experience d'hybridation differentielle d'une banque d'ADNc de 
microspore selon une technique similaire a celle presentee par Atanassov et al. 
10 (1996), 

L'un de ces clones isoles, l'ADNc M3 (SEQ ID N° 1) s'est avere etre le 
representant d'un ARNm specifiquement exprime dans la microspore de colza. Un 
autre ADNc, nomme M3.21 (SEQ ID N° 2) a ete trouve par criblage de la banque 
avec l'ADNc M3. Les sequences de ces deux ADNc presentent 89 % d'identite 
15 (figure 1), ils sont issus visiblement d'une famille de genes tres proches, exprimes 
specifiquement dans la microspore. . 

Le clone d'ADNc M3 a servi de sonde pour cribler une banque d'ADN 
genomique de colza commercialisee par CLONTECH Laboratories, Inc., 4030 
Fabian Way, Palo Alto, CA 94303-4607, USA ; deux clones. (BnM3. 4 et BnM3.2) 
20 correspondants a deux genes differents ont ete isoles. L'ADNc M3 serait issu du 
gene BnM3.4 (SEQ ID N° 3) car celui-ci porte un orf identique a l'ADNc M3 
(figure 2). Ce gene ne possede pas d'intron. Suffisamment de resultats 
experimentaux laissent a penser que l'ADNc M3.21 ne serait pas issu du deuxieme 
gene isole (BnM3.2) qui porte bien une region correspondant a la sequence de 
25 l'ADNc M3.21, mais a un troisieme gene, tres proche du gene BnM3i2. 

La region promotrice de ce gene est definie comme etant la sequence 
immediatement en amont du codon de debut de traduction (ATG). 

EXEMPL E 2 : Verification de la specificite du promoteur du gene 

BnM3.4 
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A/ Northern blot 

Une analyse par Northern blot a ete effectuee avec 10 jag d'ARN total de 
sepales, de pistil, de boutoris entiers, de boutons de plante male sterile, de 
meiocytes, de microspores, de grains de pollen binuclees et de grains de pollen 
5 trinuclees, hybrides avec TADNc M3. Une bande de 1 kb correspond au transcrit 
du gene BnM3.4 et aussi au transcrit M3 .21, puisqu'ils ont des sequences tres 
proches. Ces transcrits sont uniquement presents dans les deux premiers stades de 
la gametogenese male dont les produits sont difficiles a isoler parfaitement de 
fa?on experimental (figure 3). 

10 Les proteines deduites de ces deux clones d'ADNc sont evidemment tres 

proches et sont riches en glycine et proline. Elles ne sont strictement identiques a 
aucune autre proteine des banques de donnees mais interviennent certainement 
dans la constitution de la paroi. 

B/ Transformation par un gene chimerique 

15 DifFerents genes chimeriques (c'est-a-dire constitues de la sequence 

codante d'un gene connu precedee de la region promotrice conforme a 
l'invention) ont ete construits afin d'etudier la specificite spatio-temporelle du 
promoteur de BnM3.4. 

La figure 4 presente la construction d'un vecteur bacterien pJD5 1 

20 . .. associant un fragment du promoteur BnM3. 4 avec la sequence codante du gene de 
la p-glucuronidase. Le plasmide pAFl contenant la sequence codante de P~ 
glucuronidase et la sequence de terminaison de transcription du gene NOS 
tfAgrobacterium tumefaciens a ete digere par les enzymes BamHI et ClaL Le 
plasmide pBnB2 contient un fragment BamHl-BamHl de 6 kb issu du clone 

25 d'ADN genomique BnM3.4 et dans lequel est present le gene BnM3.4. Un 
fragment correspondant a la plus grande region promotrice possible compte tenu 
des sites de restriction (2056 pb) a ete isole du plasmide pBnB2 par une double 
digestion BamHI-NspV et insere entre les sites BamHI et Clal (compatible avec 
NspV) du plasmide pAFl. 
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Le gene chirnerique ainsi construit a ete isole par une digestion NotI du 
plasmide pJD51 pour etre clone dans un plasmide binaire d'Agrobacterium 
tumefaciens : pEC2 ouvert par P enzyme NotI (figure 5). 

_ ^ Lj3j3lasmide cbntenant le gene chirnerique a ete introduit 

5 dans la souche C58C1 (pMP90) d'Agrobacterhim tumefasciens (Koncz et al. 
1986) par electroporation et les transformants possedant le pJDIO.l ont ete 
selectionnes sur un milieu contenant de la kanamycine. Un de ces transformants 
d'Agrobacterium a ete utilise pour transformer Arabidopsis thaliana (ecotype 
Wassilevskja) par la methode d' infiltration des hampes florales decrite par 

10 Bechtold et al. 1993. Les plantes transformees sont selectionnees grace a leur 
. resistance a la phosphinothrycine, conferee par un gene de resistance insere 
conjointement dans l'ADN-T. 

Parmi ces plantes, certaines presentent une expression de la (3- 
glucuronidase specifiquement dans les microspores (mis . en evidence par une 

15 coloration bleue lors de Tajout d'un substrat specifique de la ^-glucuronidase, le 
X-Glu). Aucune coloration n'est presente dans les tissus adjacents de Tanthere de 
meme que dans les tissus somatiques de la plante. Ghez une plante transformee 
hemizygote pour le gene chirnerique, la moitie des microspores produites sont 
bleues car elles seules contiennent le gene chirnerique. 

20 La specificite d'expression conferee par cette sequence promotrice de 2 kb 

est bien restreinte, dans les limites de la sensibilite de la technique, a un seul type 
cellulaire et a partir du stade microspore. 
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REVINDICATIONS 

Sequence nucleotidique correspondant a tout ou partie : 

a) de la sequence selon SEQ ID N° 3, ou 

b) d'une sequence s'hybridant a la sequence selon a), ou 

c) d'une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec a) ou b) 

Sequence nucleotidique selon la revendication 1 correspondant a tout ou 
partie : 

a) de la sequence s'etendant du nucleotide 1 au nucleotide 2111, de 
preference du nucleotide 1 au nucleotide 2084 de SEQ ID N° 3, ou 

b) .d'une sequence s'hybridant a la sequence selon a), ou 

c) d'une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec a) ou b). 

3. Vecteur d'expression cellulaire comprenant une sequence selon la 
revendication 2 placee en amont d'une sequence d'ADN codant pour un 
produit cytotoxique. 

Vecteur selon la revendication 3, caracterise en ce que le produit 
cytotoxique est une protease et de preference une subtilisine. 

Cellules de plante transformees par un vecteur selon la revendication 3 ou 4. 

Plantes comprenant des cellules selon la revendication 5. 

Plantes presentant une sterilite male gametophytique a fertiiite inductible 
comprenant un gene codant pour un produit cytotoxique specifique des 
gametes males. 

Procede d'obtention de plantes presentant une sterilite male gametophytique 
a fertiiite inductible comprenant : 



1. 



10 



6. 

25 

7.. 
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- Finsertion dans des plantes d'une lignee A d'un gene dont le produit 
d 5 expression est cytotoxique pour les microspores, et 

- l'obtention de plantes ne produisant pas de gametes males. 

Procede d'obtention de plantes presentant une sterilite male gametophytique 
a fertilite inductible selon la revendication 8 comprenant les etapes de : 

a) transformation de plantes d'une lignee A avec un vecteur selon la 
revendication 3 ou 4, 

b) induction de la fertilite des plantes obtenues en a) par inhibition de la 
cytotoxicity du produit, 

c) autofecondation des plantes fertiles obtenues en b), 

d) selection des plantes ne produisant pas de gametes males issues de c), 

e) multiplication des plantes obtenues en d) par reproduction des etapes b) 
etc). 

10. Procede d'obtention de plantes selon la revendication 8 ou 9, caracterise en 
ce que, dans le cas ou le produit cytotoxique est une subtilisine, l'induction 
de la fertilite consiste a appliquer a la plante une molecule insecticide de la 
famille des phosphofluores. 

20 

1 1 . Graines issues des plantes hybrides obtenues par croisement de plantes de 
. - - ~ lignee A presentant une sterilite male gametophytique a fertilite inductible 

selon la revendication 7 ou tel qu' obtenues par la mise en oeuvre du procede 
selon Tune des revendications 8 a 10 avec des plantes de lignee B d'interet 
25 agronomique. 

12. Plantes selon la revendication 7 ou obtenues par la mise en oeuvre d'un 
procede selon Tune quelconque des revendication 8 a 10, caracterisees en ce 
qu'elles appartiennent a la famille des Brassicacees et de preference en ce 

30 qu'il s'agit de colza. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 

1 GGATCCCACA AAGAAAACCG AAGAAGCAAA TGTTTCCTAC CTTCATAAAT 
51 ATATATTTGT TTCAGCCTCA TCAATGTACA AACAATCCTT TAGCTCAATG 

101 , GTATAAATGT TGTTGTTTAG ATTTCAATAA CCCGGGTTCG AGTCATAGAC 

151 TTGACACTTT TTCACACTTT TTAAAAGTGG AACGCACATA TCGCTGACGT 

201 GTCGCATCAG GAGTGATGCA ACTGCTCTAT TATAATGTAG ATTTAAAAGT 

251 GGAACCCACG TATCGCTGAC GTGTCGCATC AGGAGTGATG CAACTGCCAT 

3 01 ATTATAACGT AGATTTGACG TTATTCCTTT TTAAATCTTA ATAATAATAC 

3 51 CAGNGCTTTT ACTTATTAAT . TTTGNGCATN GTTATCATGG TTTA7GCNCT 

4 01 CTTTTTTTTT GANCCGTTGA TTGGTTTATG CTTATTTGAA TGTNGCCNAC 
4 51 GTAAGAAATG AAGAACAATT TAf ATTTGGA GAAAATATAA TTTAATATGT 
501 TCAATATATA G AG AAAAT AT TATNCCTTGA TGTTACTGTA TGGATGCGAG 
551 TAGAAGATCT TTGAATAATA TTTGAGAACT TGCCTTTTCT CAAAAAGTAA 
601 AATATTTGAT ATGTAAGTTA AGTTAACACA ■ TGAAAATTAA AAAAAAATTA 
651 AATCAAAATA GAAAAAACTG ATAGTGATCT ACCCTTCAAC GTTTTGAACT 
7 01 TATTCTTGGT TCACCCCCTA AACGTCTAAG TTCACCAAAC AATAAAATTT 
7 51 CATTATTGCA TATTCTATAT CTTTTAGAAA GTGAAACAAA ATATTATCAA 
801 GTTATATTAT GTTTTTCAAA f AAAAAGATA* AAAAATAAAT AAAAAATAAT 
351 AGTAGTTACA A A A AA AAAAA ATTAATATTT TTACCAGCGT CANAAAACAC, 
901 TAAAACCTAA ACCCTAAAtA TTAAACTTTT AGGTAAACCC TAAACCTTTG . 
9 51 GATAAATCTT AAACATTAAA CATTAAAAGA CTAAACCCTA AATGCTAAAC 

1001 TCTAAAGCCT TAAGTGTTTA AATGTTTAGT GTTTTTGATT TATAGTTTAG 

1051 GATTTATCCA 'AAGGTTTAAG G TTT AC C C AA GAGTTTATGG TTT.-.GGGATT 

1101 ATGACTTAGG ATTTAGTGTT TTACTGACGA CGTTCAAAGT AT TT TTT AAA 

1151 AAA7ATTTTT TTTGTAACAA C TACT AT TTT TATTTATTTT TTTACCTTTT 

1201 TATATTAAAA AC AT A-AT AT A ATTT AAT AC T CCATCTGTTT C AT AT 7 AAG T 

12 51 GTCATTGTAA CATTATTTTT TTGTTA.CAAA . AAAATTGTCA CTTTr-.GAATT 
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FIGURE 2 (suite) 
1301 CCAATGCAAA ATTTATTTAT TTTTCAGCTA AAATTAATTG CAAAGTGCAT 

13 51 TGATCTTATA AATAATTTTA TTTATCTCAA ATGCTATATT GGTCAAACAT 

14 01 GTGTAATTAA TAGAAACTTA ATTATATTTC ATTTATTTTT TCTTAATCTG 
14 51 TGTAAAAATG TCAAAGTAAA ATTTATTTAG AAACGAATTG AGTAATATTT 
1501 TGTTTCATTT TTTAAAAGAT ATCGAATATG AAATAACACA ATTTTATTGT 
1551" ATGATGAACC TAAAAATTCA TCCTAAGAAG GTGAACGCAA GAATAAGTCA 
1601 ACGTTTTGGG GAAAGCTAAC TATGGCCCAA AGTCATCAAA ATCTTTCTTG 
1651 TATTTATCAA AATCCTTACA AATTTAGTTA GAGTTAATAG ACCAAACACA 
17 01 TGATTATCAT CATATTAGAA TATTCTAAAA AATTACTAGC GAATAATTAA 
17 51 AATCTTTCTT TTATTTATCA AAATCCTTAT AAAAACTTAT TT AT AT AT AC 
1801 TAAAACAATT TTAATTAAAA GAAAATAAGG GACCATGGAT ACATAAAAAT 
1851 ATATGTTATT TCTTAAGATA GTGATAATAT TAATATATAC CAGTCCATAT 
1901 ATTTATCAAA ATAAATAATA TTTTTCGTAG TCCGATAATC ATTACTATAA 
1951 ATTCATAAAA CCACAIGTAG ATGTATATTT TATTTATATA TATATATATA 
2001 AACCCTAACG CCTTACCACT CGATAACCAT CAAAACTTTT CTTCTCGTTT 
20 51 CGCTAACTCA AGGCTTCGAA AAGTAAAAAA AAGAATGAAG AATGTCACAC 
2101 TTGTTCTTGC TAT£ATCCTC TTCTTAAGCT GTGTCACATC CAAAGTTACA 
2151 GCAACAGAAC TAGAGTCATC AACTAACCAA GAGCTCTTCC TATCGCGGCA 
2201 CTTACCTCGG TTTCACCCCA AGCAACATTG GCCGTTCCGT GGCTCCGGAA 
2251 AAGCCTTCCC TGCAGGCCAC TTCCGACTAA CTCCGTTCCA TCTGCCACAG 
23 01 GAAGTCACCA GATGCTTGAA CGACAAGAAG GAGGTAGGTA CATGTTTTAA 

23 51 7GATATCGCT GAGACTTTCT TCACCAGGAA AGCCGCTATT GGATCGGAAT 

24 01 GTTGCGCCGC GATCAAGAAG ATGAACAAAG ATTGTGAGAA GACCGTCTTT 
M3 TTT 

24 51 GGATCTTTCC ATGACCCCTT CTTGACCGGC TATGTCAAGC TACATTGCTC 
M3 GGATCTTTCC ATGACCCCTT CTTGACCGGC TATGTCAAGC TACATTGCTC 

2 501 CACCGTTGTT GG ATCTACTT CACCTCCTCC TTCACAGGCT CCTTTACATG 
M3 CACCGTTGTT GG ATCTACTT CACCTCCTCC TTCACAGGCT CCTTTACATG 




m 



WO 99/15678 PCT/FR98/02042 

4/10 



2551 CTCCTTCTTC ACAGGCTCCT 

M3 CTCCTTCTTC ACAGGCTCCT 

2 601 GCTCCTTTAA ATGCTCCTTT 

M3 GCTCCTTTAA ATGCTCTTTT 



2 651 TCCTTCACAG GCCCCTTCAC 

M3 TCCTTCACAG GCCCCTTCAC 

2701 CTTTACTGCC CCCTTCGCAG 

M3 CTTTACTGCC CCCTTCGCAG 

27 51 TTGATAGAAT TATTCAAGTA 

M3 TTGATAGAAT TACTCAAGTA 

2801 TTGTTTTAAA ATTTTGTGTT 

M3 GTGTTTTAAA GTTTTGTGTT 

2851 CTT 

M3 CTT 



TCACATGCTC CTTCACATGC TCCTTCACAG 
TCACATGCTC CTTCACATGC TCCTTCACAG 

AAATGCTCCT TTACATGCTC CTTTACATGC 
AAATGCTCCT TTACATGCTC CTTTACATGC 



AGGCCCCTTC ACAGGCCCCT TTACATGCTC 
AGGCCCCTTC ACAGGCCCCT TTACATGCTC 

GCTCCTTCAC CGGCTCAGTG ATTTAGCTAT 
GCTCCTTCAC CGGCTCAGTG ATTTAGCTAT 

TTGATGTCCT AGGGAGTTTT AGTTTTTTTC 
ATGATGCCCT AGGGAGTTTG AGTTTTTCTC 

TATTTTGAGA AAACCGTCTT TGGATTTTAA 
TATTTTGAGA AAACCGTCTT TGGATTTTAA 
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WO 99/15678 



5/10 



PCI7FR98/02042 



A B C D E F G H 



lkb 



FIGURE 3 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIGURE 4 (suite) 
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FIGURE 5 (suite) 
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FIGURE 6 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(ij DEPOSANT: 

(A) NOM: INRA (INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE 

AGRONOMIQUE) 

(B) RUE : 14 7 RUE DE L'UNIVERSITE ~- 

(C) VILLE: PARIS 
(E) PAYS: FRANCE 

{ F) CODE POSTAL: 75007 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Promoteur specifique de microspores et procede 
d'obtention de plantes hybrides 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 

(iv) FORME DECH I FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 97 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
'(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



( ix ) CARACTERI STIQUE : 
V (A) NOM /CLE : M3 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



TTTGGATCTT 


TCCATGACCC 


CTTCTTGACC 


GGCTATGTCA 


AGCTACATTG 


CTCCACCGTT 


60 


GTTGGATCTA 


CTTCACCTCC 


TCCTTCACAG 


GCTCCTTTAC 


ATGCTCCTTC 


TTCACAGGCT 


120 


CCTTCACATG 


CTCCTTCACA 


TGCTCCTTCA 


CAGGCTCCTT 


TAAATGCTCT 


TTTAAATGCT 


180 


CCTTTACATG 


CTCCTTTACA 


TGCTCCTTCA 


CAGGCCCCTT 


CACAGGCCCC 


TTCACAGGCC 


240 


CCTTTACATG 


CTCCTTTACT 


GCCCCCTTCG 


CAGGCTCCTT 


CACCGGCTCA 


GTGATTTAGC 


300 


TATTTGATAG 


AATTACTCAA 


GTAATGATGC 


CCTAGGGAGT 


TTGAGTTTTT 


CTCGTGTTTT 


360 
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AAAGTTTTGT GTTTATTTTG AGAAAACCGT CTTTGGATTT TAACTTCAGT TTGATTTTTT 4 20 

CCCTTATACA ATTTAAATTT AGAGTTTACT TATTAATTTT ATAAATTAGA TGGTACTAAG 4 80 

TTTTTATCAT AATAAAA 497 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 674 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: -M3.21 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



TCTTGCTATG 


ATTTTCTTCA 


TAAGATGTGT 


C AC AT CC AAA 


GTCACAGCAA 


CAGAACTAGA 


60 


GTCATCAACT 


AACCAAGAGC 


TCTTCCTATC 


GCGGCACTTG 


CCTCGCTTTC 


ACCCCAAGCC 


120 


ACATTGGCCG 


TTCTGTGGCT 


CCGGAAAAGC 


CTTCCCTGCA 


GGCCACTTCC 


GACCAACTCC 


180 


GTTCCATCTG 


CCACAGGAAG 


TCACCAGATG 


CTTGTCCGAC 


AAGAAGGAGG 


TAGGTACATG 


240 


TTT.TGATGAT 


ATCGTTGAGA 


CTTTCTTCAC 


CAGGAAAGCC 


GTTATTGGAT 


CGGAATGTTG 


300 


CGCCGCGATC 


AAGAAGATGA 


ACAAAGATTG 


TGAGAAGACC 


GTCTTTGGAT 


CTTTCCATGA 


360 


CCCCTTCTTG 


ACAGGCTATG 


TCAAAC TAC A 


TTGCTCCACC 


GTTGTTGGAT 


CTACTTCACC 


4 20 


TCCTCCTTCA 


CATGCTCCTT 


CACAGGCTCC 


TTTACATGCT 


CCTTCACAGG 


CTCCTTTACA 


480 


TGCCCCTTCA 


CAGGCTCCTT 


TACTGCCCCC 


TTCACAGCCT 


CTCCCACCGG 


CTCAGTGATT 


540 


TTAGCTATTT 


GTTAGAATTA 


TTCAAGTGTT 


GATGTCCTAG 


GGAGTTTTAG 


GTTTTTCTTG 


600 


TTTTAAAATT 


TTGTGTTTAT 


TTTGAGAAAA 


CCGTCTTTGG 


ATCTTAACTT 


CACTTTGATT 


660 


TTTTCCTTAT 


ACAA 










674 



(2) I H FORMAT IONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2853 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 



IP 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

{ ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: BnM3 . 4 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

GGATCCCACA AAGAAAACCG AAGAAGCAAA TGTTTCCTAC CTTCATAAAT ATATATTTGT 60 

TTCAGCCTCA TCAATGTACA AACAATCCTT TAGCTCAATG GTATAAATGT TGTTGTTTAG 120 

ATTTCAATAA CCCGGGTTCG AG T CAT AG AC TTGACACTTT TTCACACTTT TTAAAAGTGG 180 

AACGCACATA TCGCTGACGT GTCGCATCAG GAGTGATGCA ACTGCTCTAT TATAATGTAG 24 0 

ATTTAAAAGT GGAACCCACG TATCGCTGAC GTGTCGCATC AGGAGTGATG CAACTGCCAT 300 

ATTATAACGT AGATTTGACG TTATTCCTTT TTAAATCTTA ATAATAATAC CAGNGCTTTT 360 

ACTTATTAAT TTTGNGCATN GTTATCATGG TTTATGCNCT CTTTTTTTTT GANCCGTTGA 4 20 

TTGGTTTATG CTTATTTGAA TGTNGCCNAC GTAAGAAATG AAGAACAATT TATATTTGGA 4 80 

GAAAATATAA TTTAATATGT TCAATATATA GAGAAAATAt TATNCCTTGA TGTTACTGTA 54 0 

TGGATGCGAG TAGAAGATCT TTGAATAATA TTTGAGAACT TGCCTTTTCT CAAAAAGTAA 600 

AATATTTGAT ATGTAACTTA AG T T AAC AC A TGAAAATTAA AAAAAAATTA AATCAAAATA ' 660 

GAAAAAACTG ATAGTGATCT ACCCTTCAAC GTTTTGAACT TATTCTTGGT TCACCCCCTA 720 
AACCTCTAAG TTCACCAAAC AATAAAATT.T. CATTATTGCA TATTCTATAT CTTTTAGAAA • • 780 

GTGAAACAAA ATATTATCAA GTTATATTAT GTTTTTCAAA TAAAAAGATA AAAAATAAAT 8 40 

AAAAAATAAT AGTAGTTACA AAAAAAAAAA ATTAATATTT TTACCAGCGT CANAAAACAC 900 

TAAAACCTAA ACCCTAAATA TTAAACTTTT AGGTAAACCC TAAACCTTTG GATAAATCTT 960 

AAACATTAAA CATTAAAACA CTAAACCCTA AATCCTAAAC TCTAAACCCT TAAGTGTTTA 1020 

AATGTTTAGT GTTTTTGATT TATAGTTTAG GATTTATCCA AAGGTTTAAG GTTTACCCAA 108 0 

GAGTTTATGG TTTAGGGATT ATGACTTAGG ATTTAGTGTT TTACTGACGA CGTTCAAAGT 114 0 

ATTTTTTAAA AAATATTTTT TTTGTAACAA CTACTATTTT TATTTATTTT TTTACCTTTT. 12 00 

TATATTAAAA ACATAATATA ATTTAATACT CCATCTGTTT CATATTAAGT GTCATTGTAA 12 60 
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CATTATTTTT 


TTGTTACAAA 


AAAATTGTCA 


CTTTAGAATT 


CCAATGCAAA 


ATTTATTTAT 


1320 


TTTTCAGCTA 


AAATTAATTG 


CAAAGTGCAT 


TGATCTTATA 


AATAATTTTA 


TTTATCTCAA 


1380 


ATGCTATATT 


GGTCAAACAT 


GTGTAATTAA 


TAGAAACTTA 


ATTATATTTC 


ATTTATTTTT 


14 40 


TCTTAATCTG 


TGTAAAAATG 


TCAAAGTAAA 


ATTTATTTAG 


AAACGAATTG 


AGTAATATTT 


1500 


TGTTTCATTT 


TTTAAAAGAT 


ATCGAATATG 


AAATAACACA 


ATTTTATTGT 


ATGATGAACC 


1560 


TAAAAATTCA 


TCCTAAGAAG 


GTGAACGCAA 


GAATAAGTCA 


ACGTTTTGGG 


GAAAGCTAAC 


1620 


TATGGCCCAA 


AGTCATCAAA 


ATCTTTCTTG 


TATTTATCAA 


AATCCTTACA 


AATTTAGTTA 


1680- 


GAGTTAATAG 


ACCAAACACA 


T GAT TAT CAT 


CATATTAGAA 


TATTCTAAAA 


AATTACTAGC 


1740 


GAATAATTAA 


AATCTTTCTT 


TTATTTATCA 


AAATCCTTAT 


AAAAACTTAT 


TTATATATAC 


1800 


TAAAACAATT 


TTAATTAAAA 


GAAAATAAGG 


GACCATGGAT 


ACATAAAAAT 


ATATGTTATT 


1860 


TCTTAAGATA 


GTGATAATAT 


TAATATATAC 


CAGTCCATAT 


ATTTATCAAA 


ATAAATAATA 


1920 


TTTTTCGTAG 


TCCGATAATC 


ATTACTATAA 


ATTCATAAAA 


CCACATGTAG 


ATGTATATTT 


1980 


TAT T TAT AT A 


TATATATATA 


AACCCTAACG 


CCTTACCACT 


CGATAACCAT 


CAAAACTTTT 


2040 


CTTCTCGTTT 


CGCTAACTCA 


AGGCTTCGAA 


AAGTAAAAAA 


AACAATGAAG 


AATGTCACAC 


2100 


TTGTTCTTGC 


TATGATCCTC 


TTCTTAAGCT 


GTGTCACATC 


CAAAGTTACA 


GCAACAGAAC 


2160 


TAGAGTCATC 


AACTAACCAA 


GAGCTCTTCC 


TATCGCGGCA 


CTTACCTCGC 


TTTCACCCCA 


2220 


AGCAACATTG 


GCCGTTCCGT 


GGCTCCGGAA 


AAGCCTTCCC 


TGCAGGCCAC 


TTCCGACTAA 


2280 


CTCCGTTCCA 


TCTGCCACAG 


GAAGTCACCA 


GATGCTTGAA 


CGACAAGAAG 


GAGGTAGGTA 


2340 


CATGTTTTAA 


TGATATCGCT 


GAGACTTTCT 


TCACCAGGAA 


AGCCGCTATT 


GG AT C G G AAT - ~ 


2400 


GTTGCGCCGC 


GATCAAGAAG 


ATGAACAAAG 


ATTGTGAGAA 


GACCGTCTTT 


GGATCTTTCC 


2460 


ATGACCCCTT 


CTTGACCGGC 


TATGTCAAGC 


TACATTGCTC 


CACCGTTGTT 


GGATCTACTT 


2520 


CACCTCCTCC 






/"^ rp rri rp /"^ rfi 

t- lLt lIC TTC 


ACAGGCTCCT 


TCACATGCTC 


2580 


CTTCACATGC 


TCCTTCACAG 


GCTCCTTTAA 


ATGCTCCTTT 


AAATGCTCCT 


TTACATGCTC 


2640 


CTTTACATGC 


TCCTTCACAG 


GCCCCTTCAC 


AGGCCCCTTC 


ACAGGCCCCT 


TTACATGCTC 


2700 


CTTTACTGCC 


CCCTTCGCAG 


GCTCCTTCAC 


CGGCTCAGTG 


ATTTAGCTAT 


TTGATAGAAT 


2760 


TATTCAAGTA 


TTGATGTCCT 


AGGGAGTTTT 


AGTTTTTTTC 


TTGTTTTAAA 


ATTTTGTGTT 


2820 


TATTTTGAGA 


AAACCGTCTT 


TGGATTTTAA 


CTT 
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(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 
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Basis of the report 
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Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention... . . . _» 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ). 

| | the international application as originally filed. 

^ the description, pages 1-13 ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of ; 

- - _, filed with the letter of = : . 



^ the claims, 



pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

filed with the letter of 



^ the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 



1/10-10/10 



sheets/fig _ 
sheets/fig _ 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

thcdescription, pages •.' 

. the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig ' 



3 I - ) This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 



because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. ; 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



FT7\ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 7.8 and 11,12 partially 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 

See the separate sheet. 




the entire international application. 



claims Nos. 



7.8 and 11.12 partially. 




the claims, or said claims Nos. 



are so inadequately supported 



by the description that no meaningful opinion could be formed. 




no international search report has been established for said claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 1 



An opinion cannot be given regarding the novelty, 
inventive step and industrial applicability of Claims 7 
and 8 (and the claims referring thereto, i.e. in part 11 
and 12), since said claims do not contain any technical 
features . Claims 7 , and 8 attempt to define this subject 
matter by the result to be achieved, which amounts to a 
simple statement of the fundamental problem, to be solved 
by the invention. The technical features necessary to 
arrive at this result and to solve the problem must be 
added. 
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V. Reasoned statement under Article. 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 

Novelty (N) Claims 4, 9-12 YES 

Claims 1-3, 5, 6 NO 

Inventive step (IS) Claims 9-12 YES 

Claims 1-6 NO 

Industrial applicability (I A) Claims 1 — 6, 9-12 YES 

Claims NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 
Dl:- EMBL Database AC. N°: D 88192 
D2: EMBL- Database -AC. N°: D 88193 
D3: EMBL Database AC. N°: AB 005238 
D4: WO 9616182 
D5: WO 9008828 

Novelty 

1. Claims 4 and 9 to 12 are novel, since they are not 
described in the prior art documents cited by the 

• ■• search report. .. - - 

2. Documents Dl, D2 and D3 describe the nucleotide 
sequences having respectively 54%, 57% and 70% 
homology with all or part of the sequence SEQ ID N° 
3, in particular that extending from nucleotide 1 to 
nucleotide 2111. 

Furthermore, i) any kind of nucleotide anticipates 

the novelty of Claims 1 and 2, since a sequence 

xx portion" can consist of a single nucleotide. 

ii) a nucleotide sequence having 80% homology with a 

sequence hybridizing to the sequence SEQ ID N° 3 
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International application No. 
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and/or a part extending from nucleotide 1 to 
nucleotide 2111 (Claims lc and 2c) covers a large, 
number of nucleotide sequences, of which some are 
not obviously novel (see Box VIII). 

Consequently, in view of Dl, D2, D3, and x) and ii) 
above, Claims 1 and 2 do not satisfy the. 
requirements of PCT Article 33(2). 

D4 de scribes a method of obtaining plants with male 
sterility, by transforming a plant or plant cell 
with a vector comprising a gene coding for a 
cytotoxic substance and placed under the control of 
a specific promoter of Brassica napus pollen (Claims 
11, 21, 43 and 46). The fertility of the plants thus 
obtained can be induced by crossing them with 
another line of transgenic plants, comprising a 
construction cancelling out the effects of the 
cytotoxic substance of the plant having male 
sterility. 

D5 describes a method of obtaining plants (for 
example, Brassica napus) with an inducible male 
sterility and plants with the same features. This 
method consists in transforming a plant with a 
vector comprising a gene coding for a cytotoxic 
substance placed under the control of a specific 
promoter of microspores. This .cytotoxic substance 
can be a toxin (page 21, lines 3 to 12, Claim 10) or 
an "anti-sense" RNA, able to inhibit the expression 
of a protein, which interrupts a biosynthesis or 
metabolite path necessary for the development of 
microspores (page 20, line 27 to page 21, line 2) . 
The inhibition can be removed by treating this plant 
with a substance normally produced by means of 
biosynthesis downstream of the interruption site 
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(page 28, line 29 to page 29, line 3, Claim 21) or 
by crossing the plant with one which is transgenic 
and comprises a gene cancelling out the effect of 
the gene responsible for male sterility (page 28, 
lines 6 to 16) . 

Given that the subject matter of Claims 1 to 3, 5 
and 6' is not limited to the specific sequence SEQ ID 
N° 3 and to the technical features such as male 
gametophytic sterility, Claims 1 to 3, 5 and 6 do 
not satisfy the requirements of PCT Article 33(2) in 
view of D4 or D5. . 



Inventive step 



Claims 9 to 12 involve an inventive step, since the 
prior art does not show that the nucleotide sequence 
SEQ ID N° 3 in conjunction with the gene coding for - 
subtilisin enables male gametophytic sterility with 
inducible fertility to be obtained. 

The subject matter of Claims 3 and 4 consists only 
in selecting a gene coding for a particular 
.cytotoxic substance and the use of the same 
substance in a non-novel method. This particular 
selection can be considered inventive only if it has 
surprising effects or properties in relation to 
those anticipated by a person skilled in the art. 
Nevertheless, that does not appear to be the case. 
Claims 3 and 4 do not therefore satisfy the 
requirements of PCT Article 33(3). 
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VIII. Certain observations on the international applicati n 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

7. Claim 1 lacks clarity owing to the wording 

"hybridizing sequence". Such an expression cannot 
define the subject matter for which protection is 
sought. This wording is very vague and imprecise 
and, moreover, does not provide any technical 
indication of the hybridization conditions. In the 
absence of any additional information, this wording 
encompasses any nucleic acid. 
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(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

339386/17043 



Demande international n° 
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voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/lPEA/416) 



Date du depot international (jour/mois/ann£e) 
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Date de priorite (jour/mois/ann^e) 
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Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12N15/82 



Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGR et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente teuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete ^ servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fartes aupres de 

I Jr ^H* r™™ nra.iminaire international (voir la regie 70.16 et ['instruction 607 des Instructions 



('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



IV 
V 

VI 
VII 
VIII 



K Base du rapport 

□ Priorite 

S Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possible 
d'application industrielle 

□ Absence d'unite de I'invention 

S Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

□ Certains documents cites 

□ Irregularites dans la demande interhationale 

S Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

21/04/1999 



Date d'achevement du present rapport 



0 7. 12. 99 



Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
0)11 D-80298 Munich 

J4W Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autoris6 
Keller, Y 
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Demande Internationale n° PCT/FR98/02042 



I. Base du rapport 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilies de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considerees t dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" etne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne conttennent 
pas de modifications.) : 



Description, pages: 

1-13 version initiale 

Revendications, N°: 

1-12 version initiale 

Dessins, feuilies: 

1/10-10/10 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation 

□ de la description, pages: 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilies : 



3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-del& de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite d'application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas 6\4> examinee pour 
ce qui conceme : 

□ Tens mble de la demande Internationale, 
les revendications n os 7, 8 and 11, 12 partialy. 
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parce que : 



□ la demande intemationale, ou les revendications n os en question, se rapportent a I'objet suivant, a I'egard 
duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (precise/) : 



H la description les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci-dessous), ou les revendications 
n os 7, 8 and 1 1 , 12 partialy en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une 
opinion vafable (precise/) : 

voir feu i lie separee 

□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se tondent pas de facon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 



V. Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la houveaute, lactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


4, 9-12 




Non : 


Revendications 


1-3, 5, 6 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


9-12 




Non : 


Revendications 


1-6 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-6, 9-12 


Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIIL Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet.de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se tondent entierement sur la descnption : 

voir feuille separee 
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Concernant le point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibilite d'application industrielle 

Une opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite d'application 
industrielle ne peut etre redige pour les revendications 7 et 8 (ainsi que les 
revendications s'y referant c.a.d. partiellement 1 1 et 12), car celles-ci ne contiennent 
aucune caracteristiaue technique . Les revendications 7 et 8 tentent de definir cet objet 
par le resultat a atteindre, ce qui revient simplement a enoncer le probleme 
fondamental que doit resoudre I'invention. Les caracteristiques techniques necessaires 
pour parvenir a ce resultat et resoudre le probleme doivent etre ajoutees. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

1 1 est fait reference aux documents suivants: 
D1: EMBL Database AC. N°: D 88192 
. D2:. EMBL Database AC. N°:D 881 93 
D3: EMBL Database AC. N°: AB 005238 
D4: WO 9616182 
D5: WO 9008828 

Nouveaute 

1 . Les revendications 4, 9-12 sont nouvelles car elles ne sont pas decrites dans les 
documents de I'art anterieur cites par le rapport de recherche. 

2. Les documents D1 , D2 et D3 decrivent les sequences nucleotidiques ayant 
respectivement 54%, 57%, 70% d'homologie avec toute ou une partie de la 
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sequence SEQ ID N° 3, en particulier celle s'etendant du nucleotide 1 au 
nucleotide 21 1 1. 

De plus i) un nucleotide quelconque anticipe la nouveaute des revendications 1 et 
2 car une "partie" de sequence peut consister en un seul nucleotide, 
ii) une sequence nucleotidique ayant 80% d'homologie avec une sequence 
s'hybridant a la sequence SEQ ID N°3 et/ou a une partie s'etendant du nucleotide 

I au nucleotide 2111 (revendication 1c et 2c) embrasse un grand nombre de 
sequences nucleotidiques dont certaines ne sont a I'evidence pas nouvelles (voir 
point VIII). 

II en decoule qu'au vu de D1, Q2, D3 et des points i et ii mentionnes ci-dessus, les 
revendications 1 et 2 ne satisfont pas aux exigences de I'Article 33(2) PCT. 

3. D4 decrit une methode d'obtention de plantes presentant une sterilite male , par 
transformation d'une plante ou cellule de plante avec un vecteur comprenant un 
gene codant pour une substance cytotoxique et place sous le controle d'un 
promoteur specifique du pollen de Brassica napus (revendications 11, 2-1, 43, 46). 
La fertilite des plantes ainsi obtenues peut etre induite par croisement avec une 
autre lignee de plantes transgeniques qui comportent une construction annulant 
les effets de la substance cytotoxique de la plante presentant une steriHte male. 

4. D5 decrit uh procede pour obtenir des plantes (p. ex. Brassica napus) presentant 
une sterilite male inductible ainsi que des plantes presentant ces memes 
caracteristiques. Ce procede consiste a transformer une plante avec un vecteur 
comprenant un gene codant pour une substance cytotoxique placee sous le 
controle d'uh promoteur specifique des microspores. Cette substance cytotoxique 
peut etre une toxine (page 21 ligne 3 a 1 2, revendication 1 0) ou un ARN 
"antisens", capable d'inhiber ^expression d'une proteine ayant pour effet 
('interruption d'une voie de biosynthese ou metabolite indispensable au 
developpement des microspores (page 20, ligne 27 a page 21 ligne 2). L'inhibition 
peut etre levee par traitemeht de cette plante avec une substance se trouvant 
normalement produite par la voie de biosynthese en aval du lieu d'interruption 
(page 28 ligne 29 a page 29 ligne 3, revendication 21) ou en la croisant avec une 
plante transgenique qui comprend un gene annulant I'effet du gene responsable 
de la sterilite male (page 28 lignes 6 a 16). 

Etant donne que I'objet des revendications 1-3, 5 et 6 ne se limite pas a la 
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sequence specifique SEQ ID No 3 et aux caracteristiques techniques tels que par 
exemple la sterilite gametophytique male, il en resulte qu'au vu de D4 ou D5 les 
revendications 1-3, 5 et 6 ne satisfont pas aux conditions enoncees dans I'Article 
33(2) PCT. 

Activite inventive 

5. Les revendications 9-12 font preuye d'activite inventive car il n'est pas montre 
dans Tart anterieur que la sequence nucleotidique SEQ ID N°. 3 en tandem avec 
le gene codant pour la subtilisine permet d'obtenir une sterilite male 
gametophytique a fertilite inductible. 

6. L'objet des revendications 3 et 4 consiste uniquement en la selection d'un gene 
codant pour une substance cytotoxique particuliere, et ('utilisation de cette meme 
substance dans un precede non nouveau. Cette selection particuliere ne peut etre 
considered comme inventive que si celle-ci presente des effets ou proprietes 
surprenantes par rapport a ceux attendus par I'homme du metier. Neanmoins, 
cela ne semble pas etre le cas. 

Les revendications 3 et 4 ne satisfont done pas aux conditions enoncees par 
I'Article 33(3) PCT. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande Internationale 

7. La revendication 1 manque de clarte de part la formulation "sequence 
s'hybridant". Une telle definition ne peut definir l'objet pour lequel la protection est 
recherchee. En effet, cette formulation est tres vague et imprecise, et de plus ne 
fournit aucune indication technique sur les conditions d'hybridation. En I'absence 
dedication complementaire, cette formulation englobe n'importe quel acide 
nucleique. 
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